




















































amérindiennes	 pour	 diverses	 propriétés	 telles	 que	 :	 anticancéreuses,	 anti-inflammatoire,	
protection	 hépathique,	 anti-mycobactériennes	 et	 «	 adaptogènes	 ».	 Cependant,	 très	 peu	
d’études	cherchent	à	valoriser	cette	espèce.	Ce	projet	visait	à	étudier	la	composition	chimique	
et	 de	 mieux	 caractériser	 l’activité	 biologique	 de	 différents	 extraits	 de	 rhizomes	 d’Aralia	
nudicaulis.	
Tout	d’abord,	des	méthodes	d’extraction	et	de	fractionnement	ont	été	mises	en	place	
afin	 d’obtenir	 divers	 extraits	 dont	 les	 activités	 biologiques	 furent	 évaluées.	 L’extrait	
méthanolique	 fut	 le	 point	 de	 départ	 d’un	 fractionnement	 complexe	 visant	 à	 obtenir	 deux	
fractions	respectivement	enrichies	en	composés	phénoliques	et	en	saponines	triterpéniques.		
Dans	un	premier	temps,	l’étude	de	la	fraction	enrichie	en	composés	phénoliques	s’est	
concentrée	 sur	 l’identification	et	 la	quantification	des	 composés	majoritaires.	Une	analyse	
quantitative	a	donc	été	effectuée	sur	les	composés	majoritaires	à	l’aide	d’une	méthode	LC-
MS	mise	au	point,	optimisée	et	validée.	Cette	méthode	analytique	a	ensuite	été	appliquée	lors	
d’un	 suivi	 dynamique	 des	 composés	 d’intérêts,	 permettant	 de	 proposer	 un	 modèle	 de	





(IRA).	 Les	 résultats	obtenus	avec	 l’extrait	enrichi	en	composés	phénoliques,	 suggèrent	une	
potentielle	application	dans	le	domaine	cosmétique.	





















vin.	 Que	 ce	 soit	 en	 classe,	 au	 laboratoire	 ou	 encore	 lors	 de	 séances	 de	 pêches,	 j’ai	 pu	 tisser	
d’excellentes	relations	que	j’espère	conserver	dans	le	futur	avec	le	Pr	MSHVILDADZE.	
	



































































































































































































































prévention,	 le	 diagnostic	 et	 l’élimination	 de	 divers	 troubles	 et	 maladies.	 Les	 remèdes	







Le	Ginseng	 demeure	 l’une	 des	meilleures	 preuves	 de	 cet	 attrait,	 avec	 des	 retombées	
économiques	 allant	 jusqu’à	 1	 130	 M$,	 ainsi	 que	 plus	 de	 9000	 publications	 scientifiques	
rapportant	des	 activités	d’extraits	 complexes	 jusqu’aux	 activités	 spécifiques	de	marqueurs	
chimiques	 isolés	 de	 diverses	 espèces	 de	 ginseng	 (Baeg	 et	 So	 2013).	 En	 se	 basant	 sur	 les	
connaissances	 en	 marqueurs	 chimiques	 et	 biologiques	 d’espèces	 d’intérêt	 thérapeutique	
telles	 que	 les	 Ginseng,	 la	 pharmacognosie	 a	 pour	 rôle	 d’orienter	 les	 recherches	 vers	 de	
nouveaux	produits	de	santé	naturels.	Celle-ci	se	base	principalement	sur	 la	phylogénie	des	
espèces	ainsi	que	les	différentes	utilisations	en	médecine	traditionnelle.		
De	 nombreuses	 espèces	 des	 genres	 Panaxs	 ont	 donc	 été	 étudiées	 et	 comparées	 à	 la	
recherche	de	molécules	ou	d’activités	analogues	aux	espèces	officinales.	L’étude	s’est	ensuite	
élargie	aux	espèces	appartenant	non	plus	aux	genres	Panaxs,	mais	à	différents	genres	de	la	
famille	 des	 Araliaceae.	 L’un	 des	 meilleurs	 exemples	 est	 l’Eleutherococcus	 senticosus,	
également	 surnommé	 improprement	 le	 Ginseng	 de	 Sibérie	 pour	 ses	 effets	 biologiques	
fortement	similaires	aux	différents	Ginsengs.		
Le	 genre	Aralia	 riche	 en	 diversité	 d’espèces	 et	 répandu	 sur	 une	 grande	 surface	 du	
globe,	 est	 lui	 aussi	 fortement	 étudié	 pour	 l’investigation	 de	 nouveaux	 composés	 naturels	
biologiquement	actifs	(Tableau	2).	Le	genre	Aralia	se	retrouve	au	Canada	à	travers	3	espèces	
endémiques	 :	 Aralia	 nudicaulis	 L.,	 Aralia	 hispida	 Vent.	 ainsi	 que	 Aralia	 racemosa	 L..	 Des	










Le	 laboratoire	 LASEVE	 possède	 une	 grande	 expertise	 en	 termes	 d’études	
phytochimiques	basées	principalement	sur	l’ethnobotanique.	Les	principales	cibles	sont	donc	
de	 nouveaux	 composés	 naturels	 biologiquement	 actifs	 présents	 majoritairement	 au	 sein	
d’espèces	endémiques	du	Québec.	Pour	ce	faire,	de	nombreuses	techniques	d’extraction,	de	
séparation,	 de	 purification	 et	 d’identification	 sont	 utilisées.	 Depuis	 plusieurs	 années,	 le	
laboratoire	 s’intéresse	 à	 la	 valorisation	 d’extraits	 riches	 en	 composés	 phénoliques	 pour	 le	




fausse	 salsepareille.	 L’identification	 précise	 et	 la	 quantification	 des	 composés	 phénoliques	
majoritaires	des	extraits	enrichis	restent	des	étapes	cruciales	pour	ce	projet.	Pour	diversifier	
l’étude,	différents	marqueurs	chimiques	et	biologiques	seront	quantifiés	à	travers	différents	








L’objectif	 général	 de	 ce	 projet	 vise	 l’identification	 et	 quantification	 des	 composés	
biologiquement	actifs	dans	les	rhizomes	d’Aralia	nudicaulis	L.	
De	 nombreux	 objectifs	 spécifiques	 ont	 alors	 été	 énoncés	 afin	 de	 parvenir	 à	 atteindre	 cet	




suivi	 de	 l’activité	 antioxydante	 et	 anti-inflammatoire	 a	 été	 nécessaire	 afin	 d’évaluer	 le	
potentiel	 des	 fractions	 enrichies	 en	 composés	 phénoliques.	 Suite	 à	 certains	 résultats	
préliminaires,	il	a	été	établi	d’évaluer	le	potentiel	inhibiteur	sur	la	production	de	ROS	induite	
par	les	UVB	et	IRA,	des	fractions	d’intérêts.	









dans	 ce	 chapitre.	 Une	 portion	 de	 ce	 chapitre	 est	 également	 consacrée	 aux	 composés	
phénoliques,	ainsi	que	les	activités	biologiques	qui	leurs	sont	associées	spécifiquement	face	à	
l’activité	pro-oxydante	liée	aux	irradiations	UVB	et	IR.		







Le	 chapitre	4	porte	dans	un	premier	 temps,	 sur	 les	méthodes	d’échantillonnage	et	





















































parcourant	 l’appareil	 végétatif,	 ces	 espèces	 présentent	 souvent	 des	 huiles	 essentielles	 ou	
gomme-résines	 parfois	 très	 aromatiques.	 Les	 feuilles	 sont	 relativement	 grandes	 et	 très	
diversifiées	dans	leur	composition	:	pennées,	bipennées,	tripennées	ou	digitées.	Les	petites	
fleurs	 hermaphrodites	 et	 pédicellées	 sont	 en	 majorité	 réparties	 sous	 forme	 d’ombelles,	
parfois	en	épis	ou	encore	en	faisceaux	d'épis. Le	fruit	est	une	drupe	(ou	«	pseudo-drupe	»)	ou	
une	baie	(Wen	et	al.	2001). 
Parmi	 l’ensemble	 des	 Araliaceae,	 on	 retrouve	 de	 nombreuses	 activités	 biologiques	
répertoriées	 et	 utilisées	 au	 sein	 de	 médecines	 autant	 traditionnelles	 que	 modernes.	 Les	
genres	Eleutherococcus	(Panossian	et	Wikman	2010)	et	Panax	comptent	parmi	les	plus	connus	






sont	 généralement	 des	 plantes	 vivaces	 originaires	 d’Asie	 du	 Nord-Est	 connaissant	 un	
engouement	sur	 le	continent	américain	dans	 les	dernières	décennies.	 Leur	utilisation	était	












l’activité	 anti-âge	 à	 l’activité	 anti-diabétique	 en	 passant	 par	 l’activité	 anticancéreuse,	
analgésique,	anti-inflammatoire	ou	encore	visant	à	améliorer	les	fonctions	hépatiques	(Kitts	
et	 Hu	 2000;	 Lee	 2000;	 Choi	 2008;	 Chen	 et	 al.	 2015;	 Jiang	 et	 al.	 2016).	 Néanmoins,	 les	
suppléments	 nutritionnels	 actuels	 à	 base	 d’extraits	 de	 ginsengs	 sont	 principalement	
consommés	pour	les	effets	sur	le	stress,	la	fatigue,	la	concentration	et	le	système	immunitaire,	
ces	 activités	 étant	 généralement	 regroupées	 sous	 le	 terme	 d’activité	 «	 adaptogène	 »	
(Nocerino	et	al.	2000;	Singh	2010).	Cette	activité	étant	définie	par	Brekhman	en	1980	comme	
étant	la	capacité	«	d’augmenter	la	résistante	de	l’organisme	de	manière	non	spécifique	contre	













parfois	 grimpantes.	 La	 plupart	 des	 espèces	 sont	 pubescentes	 avec	 de	 simples	 trichomes	 ;	






de	 l’Est.	 De	 nombreux	 groupes	 de	 recherche	 ont	 démontré	 son	 effet	 sur	 le	 système	
immunitaire	 (V.	Miroshnichenko	 et	al.	 1985),	 les	 fonctions	 reproductives	 (Denisenko	 et	al.	
2000)	ainsi	que	les	stress	environnementaux	de	par	son	activité	«	adaptogène	»	(Wojcicki	J	









Ces	 standardisations	 sont	basées	principalement	 sur	 les	 concentrations	en	 saponines	mais	
parfois	également	sur	les	concentrations	en	composés	phénoliques.		
La	 pharmacopée	 Russe	 (Russian	 Pharmacopoeia	 2013)	 rapporte	 la	 standardisation	 des	













De	 nombreuses	 tribus	 amérindiennes,	 telles	 que	 les	 Algonquins,	 les	 Potawatomis,	 les	

































	   Kashaya	
	 Troubles	pulmonaires	 	  
Mendocino			 Douleurs	stomacales	 	  








































	   Okanagon	






	   Kwakiult	






	   Potawatomi	
	   Iroquois	
	   Woodlands	
	 Brulûres	 	 Cataplasme	 	 Meskwaki	












	   Penobscot	
	 Tuberculose	 	 Infusion	 	 Iroquois	
	
Tonifiant	














	   Meskwaki	
	 Dentifrice	(désinfectant)	 	 Décoction	 	 Woodlands	
Plante	entière	 	 Pneumonie	pédiatrique	 	 Décoction	 	 Woodlands	
Fruits	 	 Stimulant	lactation	 	 Décoction	 	 Woodlands	




























	 Infusion	 	 Cherokee	
	  Décoction	 	 Chippewa	
	  Non-précisée	 	 Micmac	







	   Chippewa	
	   Iroquois	
Rhizomes	 	 Brulûres	 	 Cataplasme	 	 Cherokee	
Rhizomes	 	
Troubles	rénaux	
	 Non-précisée	 	 Micmac	
Rhizomes	et	tiges	 	  Décoction	 	 Iroquois	




	 Décoction	 	 Choctaw	
	  Infusion	 	 Iroquois	
	
Anti-tussif	




	   Iroquois	
	  Infusion	 	 Micmac	
	
Troubles	respiratoires	
	 Décoction	 	 Iroquois	






	   Malecite	
	  Décoction	 	 Iroquois	
	  Non-précisée	 	 Meskwaki	
	
Analgésique	
	 Décoction	 	 Choctaw	
	  Infusion	 	 Malecite	
	  Infusion	 	 Menominee	
	  Non-précisée	 	 Micmac	
	
Décontractant	musculaire	




	   Iroquois	
Rhizomes	et	fruits	 	
Tonifiant	
	 Infusion	 	 Cherokee	
Rhizomes	
	  Décoction	 	 Iroquois	



















	 Non-précisée	 	 Choctaw	
	  Onguent	 	 Cherokee	
	  Décoction	 	 Rappahannock	
	 Vomitif	 	 Infusion	 	 Cherokee	
	 Décontractant	musculaire	 	 Non-précisée	 	 Cherokee	







































































































































































	 Anti-mycobactérienne	 	 Falcarinol	et	Panaxydol(Li	et	al.	
2012)		 Anti-tuberculose	 	





L’Aralia	 nudicaulis	 L.	 est	 une	 espèce	 indigène	 de	 l’Amérique	 du	 Nord,	 trouvée	 de	




et	 finement	 dentées	 sur	 trois	 principales	 tiges.	 Une	 dernière	 tige	 sans	 feuilles	 porte	 une	
ombelle	composée	de	fleurs	verdâtres,	se	développant	en	petites	baies	noires	(Figure	3).	








































Mycobacterium	 avium	 et	Mycobacterium	 tubercylosis	 et	 un	 effet	 significatif	 a	 été	 relevé	
contre	M.	tubercylosis	(Webster	et	al.	2010).	Les	principaux	responsables	de	cette	activité	sont	



























Les	 composés	 phénoliques	 (PCs),	 également	 connus	 sous	 le	 nom	 de	 polyphénols,	




le	 reste	 de	 la	 structure	 varie	 énormément	 allant	 d’un	 simple	 acide	 phénolique	 jusqu’à	 un	
polymère	plus	complexe	ayant	un	poids	moléculaire	plus	élevé	tel	que	de	la	lignine	(Figure	5)	
(Velderrain-rodrguez	et	al.	2014).	Les	flavonoïdes	avec	leur	structure	C6-C3-C6,	constituent	plus	


























moins	 agréable	 par	 les	 prédateurs	 (Bravo	 1998).	 Ces	 composés	 influencent	 également	 la	
morphologie,	par	exemple	la	pigmentation	de	certains	organes	chez	la	plante	(Alasalvar	et	al.	
2001).		




























































phénoliques	 contribuant	 à	 de	 nombreuses	 activités	 biologiques	 telles	 que	 les	 activités	


















dans	 sa	 couche	 de	 valence	 externe,	 ou	 bien	 des	 non-radicaux	 très	 réactifs.	 Ces	 espèces	






oxydatifs	en	produisant	des	antioxydants	endogènes	 tels	que	 :	 la	superoxide	dismutase,	 la	
catalase	 et	 la	 glutathion	 peroxydase.	 Cependant,	 ces	 mécanismes	 ne	 fonctionnent	 pas	




ainsi	 qu’au	noyau	aromatique	 conjugué.	Ces	 composés	peuvent	 facilement	 être	oxydés	et	
donc	être	modifiés	en	quinones.	Les	formes	intermédiaires	sont	des	radicaux	phenoxyls	très	
















chaîne.	 Toutefois,	 le	 mécanisme	 le	 plus	 intéressant	 demeure	 celui	 de	 stabiliser	 ou	 de	
délocaliser	un	électron	non-pairé	ou	un	ROS	modifié,	dans	un	système	bien	moins	réactif	par	
hydrogénation	 ou	 par	 complexation	 de	 celui-ci	 (Potargowicz	 et	 al.	 2005;	 Puzanowska-
Tarasiewicz	et	al.	2009).		
	





























Le	 vieillissement	 de	 la	 peau	 est	 causé	 par	 différents	 facteurs	 endogènes,	 mais	
également	exogènes.	Les	facteurs	exogènes	tels	que	les	irradiations	solaires,	la	pollution	de	
l’air,	la	consommation	de	tabac,	le	manque	de	sommeil	ou	encore	la	température,	constituent	
l’exposome	 du	 vieillissement	 cutané	 (Krutmann	 et	 al.	 2017).	 Au	 travers	 de	 ces	 nombreux	
facteurs,	 les	 irradiations	solaires	restent	 les	principales	contributrices	dans	 le	processus	de	




absorbés	 dans	 leur	 intégralité	 par	 l’atmosphère,	 tandis	 que	 les	 UVA	 et	 UVB	 atteignent	 la	
surface	terrestre	et	permettent	la	synthèse	de	vitamine	D.	Cependant,	ceux-ci	sont	associés	à	
de	 nombreux	 effets	 physiologiques	 négatifs	 tels	 que	 l’inflammation	 ou	 le	 vieillissement	
cutané.	Le	rôle	des	UVB	dans	de	nombreux	troubles	topiques,	incluant	les	cancers	de	la	peau,	
a	bien	été	établi	au	travers	de	diverses	études	scientifiques.	Les	radiations	UVB	ont	un	effet	
direct	 sur	 différents	 mécanismes	 tels	 que	 :	 	 la	 formation	 de	 dimères	 cyclobutyliques	 de	
pyrimidine	(CPDs)	et	de	pyrimidine	(Lu	et	al.	1999;	Afaq	et	al.	2005;	McLoone	et	al.	2005)	;	la	
formation	de	photodimères	de	pyrimidone	 (Lu	 et	al.	1999)	 ;	 la	photoisomérisation	d’acide	
trans-urocanique	 en	 acide	 cis-urocanique	 (McLoone	 et	 al.	 2005)	 et	 la	 génération	 de	 ROS	
(Figure	8)		(Afaq	et	al.	2005;	Nishisgori	2015).	
	
La	peau	est	 également	exposée	aux	 radiations	 IR	 à	 travers	de	nombreuses	 sources	
autant	 naturelles	 qu’artificielles.	 Une	 étude	 épidémiologique	 récente	 basée	 sur	 des	














dans	 les	processus	de	photo-vieillissement	de	 la	peau	et	de	 la	photo-carcinogénèse	(Droge	
2002;	 F'Guyer	 et	 al.	 2003;	 Bowden	 2004).	 Ces	 espèces	 chimiques	 peuvent	 modifier	 les	






















































antioxidant	 and	 anti-inflammatory	 properties.	 Furthermore,	 the	 EFPC	 fraction	modulated	
ROS	 produced	 by	 UVB	 and	 IRA.	 Protection	 of	WS1	 cells	 against	 UV	 and	 IR	 induced	 ROS	
becomes	total	at	100	μg/mL	of	the	EFPC	fraction.			



















biomolecules;	 for	 example,	 the	 formation	 of	 cyclobutane	 pyrimidine	 dimers	 (CPDs)	 and	
pyrimidine	(Lu	et	al.	1999;	Afaq	et	al.	2005;	McLoone	et	al.	2005),	pyrimidone	photodimers	
(Lu	et	al.	1999),	photoisomerization	of	trans-	to	cis-urocanic	acid	(McLoone	et	al.	2005),	but	




role,	 is	heavily	 involved	 in	 the	production	of	ROS,	when	keratinocytes	are	exposed	to	UVB	
(Heck	et	al.	2003).	Human	skin	is	also	exposed	to	IR	from	several	natural	as	well	as	artificial	
sources.	 Recent	 epidemiological	 data	 and	 clinical	 observations	 indicate	 that	 IR	 radiation	
cannot	be	considered	as	totally	innocuous	to	human	skin	(Schroeder	et	al.	2008),	particularly	
in	 photoageing9	 induced	 by	 ROS	 production	 (Schieke	 et	 al.	 2003).	 	 In	 recent	 studies,	 the	
molecular	mechanisms	involved	in	this	process	such	as	cellular	signal	transduction	and	gene	
expression	 have	 been	 characterised.	 IR	 radiation	 induces	 the	 synthesis	 of	 matrix	







resulting	 in	 oxidative	 stress	 and	 oxidative	 photodamage	 of	 proteins	 and	 other	
macromolecules	 (lipids	 or	 nucleic	 acids)	 in	 the	 skin.	 These	 ROS	 are	 believed	 to	 be	 critical	
mediators	of	the	photoaging	and	photocarcinogenesis	processes	(Droge	2002;	F'Guyer	et	al.	
2003;	Bowden	2004).	ROS	can	modify	proteins	in	tissue	to	form	carbonyl	derivatives,	which	
accumulate	 in	 the	 papillary	 dermis	 of	 photodamaged	 skin	 (Sander	 et	 al.	 2002).	 Botanical	







lipid	 radicals	 (Potargowicz	 et	 al.	 2005).	 They	 can	 also	 react	 with	 different	 enzymes	 with	
chelation	mecanisms.	
	







Aralia	 nudicaulis	 rhizomes	 brings	 a	 particular	 interest	 with	 a	 possibility	 to	 make	 some	
analogies	with	therapeutic	species	like	Aralia	elata	or	Aralia	cordata.		
Aralia	nudicaulis	 L.	also	known	as	Wild	sarsaparilla	 is	an	 indigenous	plant	 species	 in	North	
America,	which	can	be	found	abundantly	from	the	west	coast	to	the	east	coast,	especially	in	
boreal	 and	 mixed	 wood	 forests	 (Barrett	 et	 Helenurm	 1981).	 The	 traditional	 use	 of	 wild	
sarsaparilla	as	an	herbal	medicine	by	the	first	nation	people	has	been	recorded	many	times.	
According	to	North	American	Ethnobotany	Database,	79	matches	were	found	by	searching	
Aralia	nudicaulis	 (Lacey	1993).	The	 reported	properties	of	Aralia	nudicaulis	 include	wound	





























A	 series	 of	 preliminary	 experiments	were	 carried	 out	 in	 order	 to	 optimize	 the	 LC-MS	
conditions.	Different	mobile	phases	such	as	acetonitrile:water,	methanol:water	and	acidified	
conditions	were	 tested.	 The	 acidified	mobile	 phase	 (0.1%	 formic	 acid)	with	methanol	 and	
gradient	mode	were	 necessary	 to	 achieve	 a	 satisfactory	 chromatographic	 separation	 in	 a	
reasonable	 period.	 Detection	 wavelengths	 were	 set	 according	 to	 the	 ultraviolet	 (UV)	
absorption	 maxima	 of	 the	 compounds	 (270	 and	 320	 nm).	 In	 EFPC	 extract,	 three	 main	
compounds	were	identified	as:	protocatechuic	acid	(PA),	chlorogenic	acid	(ChA)	and	caffeic	




























For	 the	 standardization	 of	 Aralia	 nudicaulis	 extracts,	 the	 quantitative	 method	 has	 to	 be	
optimized	and	validated.	After	different	mobile	phases	and	gradient	 tests,	 the	MeOH/Acid	






peak	 quantified.	 In	 our	 work,	 detection	 and	 quantification	 limits	 were	 estimated	 by	
successively	 decreasing	 the	 concentration	 of	 the	 prepared	 standards	 to	 the	 smallest	
detectable	peak.	This	concentration	was	multiplied	by	3	and	10	to	obtain	the	detection	and	
quantification	limits,	respectively.	As	shown	in	Table	4,	the	LOD	and	LOQ	were	respectively	

























































































































The	 repeatability	 and	 precision	 of	 the	 proposed	 method	 was	 evaluated	 using	 Relative	
























	 0.41	 	 0.24	 0.70	 	 0.62	 	 0.20	
Chlorogenic	Acid	 0.81	 	 1.4	 	 1.3	 0.60	 	 0.81	 	 0.81	












µg/mg	 in	 the	 EFPC.	 The	 PA	 content	 quantified	 in	 EFPC,	 correspond	 to	 4.8%	 of	 the	 total	
composition.	
ChA	and	CA	were	found	in	EFPC	with	a	three	times	higher	concentration	than	Protocatechuic	













Acid	 4.1	±	0.6	(0.4%)	 23.0	±	0.74	(2.3%)	 48	±	1	(4.8%)	
Chlorogenic	
Acid	 24.0	±	0.3	(2.4%)	 25	±	2	(2.5%)	 156	±	1	(15.6%)	
Caffeic	Acid	 2.80	±	0.09	(0.28%)	 18.0	±	0.21	(1.8%)	 153	±	2	(15.3%)	
	
Chlorogenic	 acid,	 caffeic	 acid	 and	 protocatechuic	 acid	 were	 also	 quantified	 over	 the	
vegetation	stages	in	crude	extracts.	Concentrations	were	observed	at	three	different	steps	of	




























































the	 results	 indicate	 that	 all	 tested	 species	 were	 strongly	 antioxidant	 with	 ORAC	 values	
between	11	±	1	and	18	±	1	µmol	Trolox/mg.	In	comparison,	the	ORAC	value	of	the	quercetin,	
used	as	antioxidant	standard,	was	23	±	3	µmol	Trolox/mg.	The	antioxidant	potential	was	also	
assessed	 in	 vitro	 using	 a	 cellular	 based-assay	 (Legault	 et	 al.	 2003).	 Results	 for	 phenolic	
standards	show	IC50	values,	for	the	inhibition	of	tBH-induced	oxidation	of	DCFH,	between	0.12	
±	0.01	µg/mL	and	0.13	±	0.02	µg/mL.	For	EFPC	and	mix	of	standards	IC50	values	are	respectively	
0.31	 ±	 0.03	 and	 0.46	 ±	 0.03	 µg/mL.	 In	 comparison	with	 0.27	 ±	 0.02	 µg/mL	 for	 quercetin	
inhibition	 of	 DCFH	 oxidation.	 These	 results	 exhibit	 the	 strong	 antioxidant	 potential	 of	 the	























(Kim	 et	 al.	 2013a),	Aralia	 continentalis	 (Kim	 et	 al.	 1998),	Aralia	 echinocaulis	 (Lingpeng	Pei	




















Methanolic	extract	 20	±	1	 0.09	±	0.01	 145	±	48	 >	160	
Ethyl	acetate	extract	 30	±	5	 5.74	±	0.72	 0.38	±	0.04	 >	160	
EFPC	 87	±	6	 12	±	1	 0.31	±	0.03	 35	±	9	
Protocatechuic	Acid	 nd	 12	±	1	 0.13	±	0.02	 193	±	58	
Chlorogenic	Acid	 nd	 11	±	1	 0.12	±	0.01	 89	±	1	
Caffeic	Acid	 nd	 18	±	1	 0.13	±	0.01	 27	±	14	
Mix	of	standards	 nd	 12	±	2	 0.46	±	0.03	 >	160	
Quercetin	 	 23	±	3	 0.27	±	0.02	 	
L-NAME	250	µM	(%	inhibition)	 	 	 	 75	±	9	%	











was	 evaluated	 as	 described	 above.	 Dihydrorhodamine	 123	 (DHR123)	 was	 used	 as	
mithochondrial	 fluorescent	 probe	 to	 evaluate	 the	mitochondrial	 oxidation.	 In	 presence	 of	
ROS,	DHR123	was	oxidized	 inside	the	cells	 to	rhodamine	123	(RH123),	and	 is	progressively	
accumulated	in	the	mitochondria.	As	shown	in	Fig.	11	(A),	the	green	fluorescence	emitted	by	
the	 oxidized	 molecule	 makes	 it	 possible	 to	 evaluate	 ROS	 production	 that	 has	 occurred	
following	cellular	oxidations.	Results	show	that	WS1	cells	are	weakly	fluorescent	if	they	are	
not	 irradiated,	 this	 fluorescence	 corresponds	 to	 the	 ROS	 produced	 during	 normal	 cellular	
metabolism.	Treatment	with	EFPC	or	chlorogenic,	protocatechuic	and	caffeic	acids	does	not	
significantly	 change	 this	 fluorescence.	 After	 irradiation,	 the	 oxidation	 rate	 increases	
dramatically,	especially	after	UVB	radiation.		
The	graph	in	Fig.	11	(B)	shows	that	protocatechuic	and	chlorogenic	acids	are	able	to	increase	








































performed	on	 the	 fraction	 obtained	 by	MeOH	50%,	 that	 have	 shown	 the	 richest	 phenolic	
composition	(EFPC).		






















−15	 °C.	 The	 working	 standard	 solutions	 were	 subsequently	 prepared	 by	 dilution	 (in	 the	









evaluated	 by	 the	 Agilent	 Chemstation	 software.	 The	 reverse-phase	 chromatography	 was	



















against	 concentrations	 (mg/mL).	 The	 linearity	 was	 assessed	 by	 calculating	 the	 slope,	 y-
intercept	and	coefficient	of	correlation	(r2)	using	least	squares	regression.	The	calculations	for	



















2001).	 Briefly,	 the	 ORAC	 assay	 was	 carried	 out	 on	 a	 Fluoroskan	 Ascent	 Fl™	 plate	 reader	
(Labsystems).	Trolox	was	used	as	a	control	standard.	The	experiment	was	conducted	at	37.5	
°C	and	pH	7.4,	with	a	blank	sample	in	parallel.	The	fluorimeter	was	programmed	to	record	the	

















(tBH).	 Fluorescence	 was	 measured	 after	 1	 h	 and	 4	 h	 on	 the	 automated	 plate	 reader	





Exponentially	 growing	 RAW	 264.7	 (murine	 macrophages)	 were	 plated	 in	 96-well	
microplates	 (BD	Falcon)	at	a	density	of	7.5×104	 cells	per	well	 in	100	μl	of	 culture	medium	
(DMEM)	 and	were	 allowed	 to	 adhere	 overnight.	 Cells	 were	 then	 treated	with	 or	 without	





reaction	 (Adams	 et	 al.	 1990)	 with	 minor	 modifications.	 Briefly,	 100	 μl	 aliquots	 of	 cell	
supernatants	 were	 incubated	 with	 50	 μl	 of	 1%	 sulphanilamide	 and	 50	 μl	 of	 0.1%	 N-1-









10%	 foetal	 bovine	 serum,	 vitamins	 1X,	 penicillin	 and	 streptomycin)	 and	 were	 allowed	 to	
adhere	for	16	h	before	treatment.	A	concentration	gradient	of	each	compound	was	prepared	




DMSO	 in	 the	 culture	 medium	 was	 maintained	 at	 0.5%	 (v/v)	 to	 avoid	 solvent	 toxicity.	 As	
described	 by	 O’Brien	 et	 al.	 (2000)	 (O'Brien	 et	 al.	 2000),	 cytotoxicity	 was	 assessed	 using	
resazurin	on	an	automated	Fluoroskan	Ascent	FLTM	plate	reader	(Labsystems)	using	excitation	
and	emission	wavelengths	of	530	and	590	nm,	respectively.	Fluorescence	was	proportional	to	










acid	 at	 5,	 15	 and	 15	 μg/ml	 respectively.	 Cells	 were	 then	 exposed	 4700	mJ/cm2	UVB	 and	
















induced	 by	 UVB	 and	 IRA.	 These	 protective	 effects	 are	 greater	 than	 those	 of	 the	 active	
molecules	present	in	the	EFPC	fraction	(protocatechuic	acid,	chlorogenic	acid	and	caffeic)	and	
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Ce	 projet	 à	 débuter	 par	 l’échantillonnage	 ainsi	 que	 divers	 procédés	 d’extraction	 des	
rhizomes	d’Aralia	nudicaulis	afin	de	permettre	un	criblage	phytochimique	préliminaire.	Ces	
méthodes	d’échantillonnages	ainsi	que	les	divers	protocoles	d’extraction	sont	présentés	dans	
le	 sous-chapitre	 4.1.	 De	 plus,	 ce	 sous-chapitre	 présente	 le	 suivi	 de	 l’activité	 biologiques	
effectué	sur	 les	différents	extraits,	permettant	ainsi	d’orienter	 les	 travaux	pour	 la	 suite	de	
l’étude.	Suite	à	cette	étude	phytochimique	et	de	l’évolution	de	certaines	activités	biologiques,	
le	 projet	 s’est	 divisé	 en	 deux	 axes	 majeurs.	 Le	 premier	 volet	 porte	 sur	 l’étude	 d’extraits	
enrichis	 en	 saponines	 triterpéniques	 et	 l’autre	 sur	 l’étude	 d’extraits	 enrichis	 en	 composés	
phénoliques.		
Dans	un	premier	temps,	le	sous-chapitre	4.2	traite	donc	des	protocoles	permettant	l’isolation	
et	 la	 purification	 de	 diverses	 saponines	 triterpéniques.	 Également,	 les	 approches	 et	 les	
résultats	d’élucidation	structurale	partielle	par	RMN	sont	décrites	dans	ce	sous-chapitre.		
Le	 sous-chapitre	 4.3	 présente,	 le	 fractionnement	 ainsi	 que	 les	 méthodes	 et	 résultats	


























Saguenay-Lac-Saint-Jean,	 en	 bordure	 de	 forêt	 du	 secteur	 du	 lac	 Simoncouche,	 près	 de	
Laterrière	(QUÉBEC)	(Latitude	:	48.2307	;	Longitude	:	-71.2507).	Les	rhizomes	ont	été	séchés	
à	 température	 ambiante	 dans	 un	 endroit	 sombre	 durant	 plusieurs	 semaines	 avant	 d’être	
broyées	dans	un	broyeur	mécanique.	
	
Pour	 les	 travaux	 portant	 sur	 le	 dosage	 de	 composés	 d’intérêts	 au	 sein	 des	 rhizomes	
d’Aralia	 nudicaulis	 au	 cours	 de	 la	 période	 de	 végétation	 ainsi	 que	 pour	 la	 standardisation	






















l’aide	 de	 trois	 solvants	 successifs	 :	 l’hexane,	 le	 méthanol	 (MeOH),	 et	 un	 mélange	
méthanol/eau	en	proportions	30:70	(v/v).	Chaque	extraction	a	nécessité	un	volume	de	3L	de	
solvant,	pour	une	durée	d’extraction	de	1h30,	et	a	été	 réitérée	 trois	 fois	pour	chacun	des	






Après	 estimation	de	 la	 composition	par	 chromatographie	 sur	 couche	mince	 (CCM),	












































la	 composition	 d’un	 extrait	 ou	 d’une	 fraction.	 Celles-ci	 ont	 été	 réalisées	 sur	 des	 plaques	




Les	 plaques	 ont	 été	 révélées	 à	 l’aide	 de	 deux	 révélateurs	 différents	 selon	 la	 famille	 de	
molécules	 suspectée.	 Pour	 les	 saponines	 triterpéniques,	 une	 solution	 d’acide	 sulfurique	






apparaissent	 généralement	 bleues	 pour	 les	 acides	 phénoliques	 et	 jaune-orange	 pour	 les	

























5000	 cellules	 de	 chaque	 lignée	 pendant	 48	 heures	 sous	 atmosphère	 humidifiée.	 Le	 test	
s’effectue	en	deux	étapes	successives.	La	première	est	la	mesure	de	l’activité	métabolique	par	
réduction	de	 la	 résazurine.	Ce	 composé	est	 réduit	 en	 résorufine,	un	 fluorochrome	dont	 la	
fluorescence	est	mesurée	et	 témoigne	ainsi	de	 la	viabilité	des	cellules.	La	mesure	se	 fait	à	
l’aide	 d’un	 lecteur	 de	 plaques	 Fluoroskan	 Ascent	 FLTM	 en	 utilisant	 une	 longueur	 d’onde	
d’excitation	 à	 530	 nm	 et	 une	 longueur	 d’onde	 d’émission	 à	 590	 nm.	 Cependant,	 un	



























2’,7’-dichlorofluorescin-diacetate	 (DCFH-DA).	 Ce	 dernier	 composé	 est	 un	 fluorochrome	
permettant	 de	 déterminer	 l’oxydation	 intra-cellulaire.	 Les	 cellules	 sont	 ensuite	 à	 nouveau	
lavées	avec	150	µL	de	PBS.	Pour	obtenir	l’activité	antioxydante,	elles	sont	ensuite	incubées	
pendant	1	heure	avec	des	concentrations	croissantes	des	composés	testés	en	absence	ou	en	
présence	 de	 200	 µM	de	 tert-butylhydroperoxide	 (t-BuOOH).	 La	 fluorescence	 des	 puits	 est	
alors	mesurée	immédiatement	après	l’ajout	du	t-BuOOH,	et	à	nouveau	après	90	minutes	par	
un	 lecteur	 de	 plaques	 Fluoroskan	 Ascent	 FLTM,	 dont	 les	 longueurs	 d’onde	 d’excitation	 et	









































	 A-549	 DLD-1	 WS-1	 A-549	 DLD-1	 WS-1	
Hexane	 7,3	±	0,5	 9,6	±	0,5		 20	±	1		 7	±	1		 8	±	1		 24	±	4		
MeOH	 >200	 >200		 >200		 181	±	17		 >200		 >200		
MeOH:H2O	 >200	 >200		 >200		 >200		 >200		 >200		
AcOEt	 68	±	9		 27	±	2		 30	±	5		 49	±	2		 18	±	3		 36	±	6		
BuOH	 >200		 >200		 >200		 >200		 >200		 >200		
H2O	 184	±	20		 >200		 >200		 >200		 >200		 >200		







 Antioxydant	ORAC																	(μmol	Trolox/mL)	 Antioxydant	cellulaire																IC50	sur	WS1	(μg/mL)	 Anti-inflammatoire																															IC50	sur	RAW	264.7	(μg/mL)	
Hexane	 12,8	±	1,7	 9	±	2	 11,2	±	0,9	
MeOH	 1,4	±	0,2	 145	±	48	 >	160	
MeOH:H2O	 13,0	±	2,5	 2,7	±	0,2	 26	±	2	
AcOEt	 91,8	±	11,5	 0,38	±	0,04	 >	160	
BuOH	 26,1	±	2,7	 6,5	±	0,7	 69	±	2	
H2O	 5,4	±	0,5	 22	±	4	 >	160	
Quercetin	 29,1	±	3,7	 0,27	±	0,02	µM	 /	
L-NAME	250	µM	(%inhibition)	 /	 /	 70	±	7	












basée	sur	 la	différence	de	polarité	des	 solvants	utilisés	 :	acétate	d’éthyle	 (AcOEt),	butanol	
(BuOH)	et	eau	(H2O).	Les	résultats	aux	tests	antioxydants	et	anti-inflammatoires	mais	surtout	
l’analyse	 qualitative	 par	 CCM	 (Figure	 10)	 a	 été	 primordiale	 pour	 déterminer	 la	 fraction	 à	
utiliser	selon	les	objectifs	visés.		
La	 fraction	 butanolique	 a	 été	 sélectionnée	 à	 partir	 des	 critères	 similaires	 énoncés	
précédemment,	pour	l’étude	des	saponines	triterpéniques.	Suite	à	une	étude	préliminaire	par	
CCM	et	LC-MS,	la	fraction	BuOH	présentait	également	une	plus	grande	diversité	de	composés	

























































































































grâce	aux	comparaisons	avec	 la	 littérature	sont	 :	 l’hédéragénine	et	 l’acide	oléanolique.	Les	
signaux	 associés	 aux	 carbones	 des	 positions	 3	 et	 28	 possèdent	 un	 fort	 déblindage,	 dû	
respectivement	à	la	fonction	hydroxyle	(≈88ppm)	et	acide	carboxylique	(≈177ppm).	De	plus,	








Les	 deux	 premières	 structures	 proposées	 (Figure	 16)	 sont	 des	 glycosides	
d’hédéragénine.	La	première	structure	est	glycosylée	en	position	3	et	28	avec	la	présence	de	
2	protons	anomériques	aux	déplacements	chimiques	respectifs	δ	5.33	ppm	(d,	J=7.3	Hz,	3-O-
Ara)	 et	 δ	 6.26	 ppm	 (d,	 J=8.1	 Hz,	 28-O-Glc).	 La	 structure	 proposée	 est	 donc	 celle	 de	
l’hédéragénine-3-arabinosyl-28-glucosyl.	 Le	 deuxième	 composé	 partiellement	 identifié,	









13C	 a	 révélé	 un	 carbone	 à	 δ	 174.1	 ppm	 qui	 n’est	 couplé	 à	 aucun	 proton,	 ce	 dernier	 est	






























































S-3 4 73,44 CH 4,58
S-3 5 78,7 CH 3,89












	 Le	 but	 de	 l’étude	 portant	 sur	 les	 composés	 phénoliques	 dans	 l’extrait	 AcOEt	 était	
d’identifier	 et	 quantifier	 les	 composés	 phénoliques	 majoritaires	 ainsi	 qu’évaluer	 leur	
contribution	dans	les	différentes	activités	biologiques	observées.	L’extrait	AcOEt	des	rhizomes	




mélanges	 intermédiaires	 de	 20%,	 50%	 et	 80%	 de	MeOH.	 De	 plus,	 les	 séparations	 étaient	
suivies	d’un	lavage	à	l’AcOEt	ainsi	que	d’un	re-conditionnement	de	la	résine	avec	de	l’eau.	Par	
leurs	 profils	 chromatographiques	 très	 similaires,	 les	 fractions	 80%	et	 100%	MeOH	ont	 été	
rassemblées	avant	d’être	analysées	(Figure	17).	La	fraction	50%	semble	être	la	fraction	la	plus	




















































DAD/UV-ESI-APCI-MS)	 a	 été	 nécessaire	 pour	 analyser	 précisément	 leurs	 compositions.	
Cependant,	 l’intérêt	 principal	 de	 cette	 technique	 dans	 l’étude	 des	 composés	 phénoliques,	







des	 tests	 préliminaires	 d’ionisation,	 le	 spectromètre	 de	 masse	 a	 été	 réglé	 sur	 le	 mode	















































%	Inhibition	de	la	collagénase	=	 1 − (	%&	) ∗ 100	%	









utilisant	 l’élastase	 pancréatique	 porcine	 et	 le	 N-Succ-(Ala)-3-p-nitroanilide	 (Sigma-Aldrich,	
S4760)	en	tant	que	substrat.	Le	substrat	est	dilué	dans	un	tampon	Tris-HCl	0,2	M	(pH	8)	pour	













%	Inhibition	de	l’élastase	=	 1 − (	%&	) ∗ 100	%	
«	A	»	étant	 l’absorbance	du	contrôle	solvant	et	«	B	»	pour	 l’absorbance	de	 l’extrait	ou	du	
contrôle	moins	l’absorbance	de	son	blanc.		
	






















des	 fibroblastes	WS-1.	 Celles-ci	 sont	 ensemencées	 à	 une	densité	 cellulaire	d’environ	5000	
cellules/puits,	incubées	au	préalable	24	heures	à	37°C	avec	5%	de	CO2	pour	permettre	leur	
adhérence.	 Un	 premier	 traitement	 avec	 un	 anticorps	 primaire	 permet	 de	 reconnaître	 la	
protéine	d’intérêt	(Anticorps	primaire	involucrine	:	ab28057	lotGR159374-3	1:1000	;	Anticorps	


































































































































Le	 fractionnement	 des	 extraits	 bruts	 obtenus	 ont	 permis	 d’enrichir	 en	 composés	
phénoliques	 certaines	 fractions	 telle	 que	 la	 fraction	 EFPC.	 L’identification	 des	 composés	
majoritaires,	à	l’aide	d’analyses	par	HPLC	couplée	à	la	spectrométrie	de	masse,	a	démontré	
une	grande	richesse	en	acides	phénoliques,	pouvant	en	grande	partie	expliquer	les	résultats	
préliminaires	 concernant	 l’activité	 antioxydante	 et	 anti-inflammatoire.	 À	 la	 suite	 de	 cette	
identification,	 il	 a	été	postulé	que	 l’acide	protocatéchique,	 l’acide	chlorogénique	et	 l’acide	
cafféique	semblaient	être	de	bons	candidats	pour	la	détermination	de	marqueurs	chimiques	
et	biologiques.	Une	méthode	a	donc	été	mise	en	place	et	optimisée	pour	la	quantification	de	






concentrations	 significatives,	 ce	 qui	 en	 fait	 le	 meilleur	 candidat	 en	 tant	 que	 marqueur	
chimique	pour	la	standardisation	d’extraits	totaux	de	rhizomes	d’Aralia	nudicaulis.	Pour	les	
extraits	 totaux,	 l’identification	 de	marqueurs	 biologiques	 n’a	 pas	 été	 possible	 à	 cause	 des	
variations	non-significatives	des	activités	antioxydantes	et	anti-inflammatoires	désignées.	
L’activité	biologique,	a	quant	à	elle	été	mise	en	exergue	lors	de	l’étude	de	fractions	enrichies	
en	 composés	 phénoliques.	 Des	 premiers	 tests	 préliminaires	 de	 criblage	 ont	 indiqué	 des	
activités	 antioxydantes	 et	 anti-inflammatoires	 intéressantes	 pour	 les	 fractions	 riches	 en	
composés	 phénoliques.	 Pour	 la	 fraction	 EFPC	 obtenue	 après	 fractionnement	 de	 l’extrait	
AcOEt,	les	activités	décrites	précédemment	étaient	couplées	à	une	toxicité	très	faible	voire	
inexistante	envers	les	fibroblastes	de	peau	humaine.	Il	a	donc	été	décidé	de	poursuivre	vers	
des	 tests	 cosmétiques	 spécifiques.	 À	 la	 suite	 de	 nombreux	 tests	 enzymatiques,	 tests	
d’immunofluorescence	et	tests	d’inhibition	de	 la	production	de	ROS,	deux	activités	se	sont	
révélées	 prometteuses.	 Il	 a	 été	 observé	 que	 l’extrait	 EFPC	 inhibe	 considérablement	 la	
production	de	ROS	induite	par	les	irradiations	UVB	ou	IR.	De	plus,	les	composés	majoritaires	
seuls	ont	également	été	testés	et	présentent	des	activités	significativement	plus	faibles	que	
l’extrait	 complet.	 Une	 synergie	 entre	 les	 différents	 constituants	 de	 l’extrait	 semble	 être	
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envisageable,	 des	 études	 plus	 approfondies	 avec	 des	 mélanges	 de	 différents	 ratios	 en	
standards	commerciaux	pourraient	être	effectuées.	
Différents	 glycosides	 de	 saponines	 triterpéniques	 de	 type	 oléanane	 ont	 pu	 être	 isolés	 et	
partiellement	identifiés.	Cependant	ces	élucidations	structurales	devront	être	validées	à	l’aide	
de	quantités	plus	importantes	de	composés.	
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 DAD1 C, Sig=280,10 Ref=off (QL01\EDB DECOLOREE CHARACT 2017-10-30 16-42-55\QL01010Z.D)
 DAD1 C, Sig=280,10 Ref=off (QL01\EDB DECOLOREE CHARACT 2017-10-30 16-42-55\PROTOCATECHUIC ACID.D)
 DAD1 C, Sig=280,10 Ref=off (QL01\EDB DECOLOREE CHARACT 2017-10-30 16-42-55\CHLOROGENIC ACID.D)
 DAD1 C, Sig=280,10 Ref=off (QL01\EDB DECOLOREE CHARACT 2017-10-30 16-42-55\CAFFEIC ACID.D)
 DAD1 C, Sig=280,10 Ref=off (QL01\EDB DECOLOREE CHARACT 2017-10-30 16-42-55\DICAFFEOYLQUINIC ACID.D)








 DAD1 E, Sig=335,20 Ref=off (QL01\EDB DECOLOREE CHARACT 2017-10-30 16-42-55\QL01010C.D)































































































































































































































(en µmol Trolox/mL) 
Extrait HEXANE 
9  
± 2 µg/ml 
11.2 
± 0.9 µg/ml 
72.5%  





± 48 µg/ml 






± 0,2 µg/ml 
26  
± 2 µg/ml 
92.3%  





± 0,04 µg/ml 
NA 
56,1%  





± 0,7 µg/ml 
69 
± 2 µg/ml 
82.6%  





± 4 µg/ml  
>160 µg/ml 
12.8%  





± 0,02 µg/ml   
67,82  
± 53,90 
Annexe		5	-	Tableau	récapitulatif	des	activités	antioxidantes	et	anti-inflammatoires	des	extraits	bruts	
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